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So me A. h y d r o p h i l a s t r a i n s h a v e a l s o b e e n i s o l a t e d
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Ch e mo t h e r a p e u t i c a g e n t s h a v e b e e n u s e d t o t r e a t A. h y d r o p h i l a i n f e c t i o n i n c u l t u r e d f i s h a s we l l a s i n h u ma n s ( L e l a r a t s mi e t a l . , 1 9 7 9 ; S a i t a n u a n d Ch a l a r a k , 1 9 8 3 ) a n d t h e i n c i d e n c e o f d r u g -r e s i s t a n c e o f A. h y d r o p h i l a h a s i n c r e a s e d i n f i s h f a r ms i n T h a i l a n d a s a r e s u l t o f t h e wi d e u s e o f c h e mo t h e r a p e u t i c s ( Na v a r a t e t a l . , 1 9 7 9 ; S a i t a n u a n d Wo n g s a wa n g , 1 9 8 2 ; Re u n p r a c h a n d K e s o mc h a n d r a , 1 9 8 3 ; S a i t a n u a n d Ch a l a r a k , 1 9 8 3 ) a n d r e c e n t l y , t h e r e h a v e b e e n s e v e r a l r e p o r t s o f a n t i mic r o b i a l d r u g -r e s i s t a n c e i n v o l v i n g t r a n s f e r a b l e Rp l a s mi d s i n A . h y d r o p h i l a f r o m f r e s h wa t e r f i s h ( A o k i e t a l . , 1 9 7 7 ; He d g e s e t a l . , 1 9 8 5 ; J u n e t a l . , 2 0 1 0 ) .
I n t h i s s t u d y , we e x a mi n e d t h e s u s c e p t i b i l i t y t o a n t imi c r o b i a l d r u g s o f A. h y d r o p h i l a i s o l a t e d f r o m t i l a p i a Or e o c h r o mi s n i l o t i c u s
f a r ms i n T h a i l a n d a n d d e t e rmi n e d t h e p h e n o t y p e a n d g e n o t y p e o f a n t i mi c r o b i a l d r u g -r e s i s t a n c e f r o m t r a n s f e r r e d R-p l a s mi d s b y u s i n g mi c r o a r r a y a n d P CR.
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Ba c t e r i a l i s o l a t e s F i f t y -f i v e i s o l a t e s o f A . h y d r o p h i l a
we r e c o l l e c t e d f r o m t h e k i d n e y , b r a i n , a n d h o mo g e n i z e d wh o l e b o d y o f i n f e c t e d t i l a p i a f r o m a q u a c u l t u r e f a r ms i n f i v e p r o vi n c e s ( Ch a c h o e n g s a o , Na k h o n s a wa n , Pe t c h a b u r i , P r a t u mt a n e e a n d S u p h a n b u r i ) o f T h a i l a n d f r o m A u g u s t 2 0 0 7 t o J a n u a r y 2 0 0 9 . T h e b a c t e r i a l i s o l a t e s we r e c o n f i r me d t o b e A. h y d r o p h i l a u s i n g API 2 0 E a n d A P I 2 0 NE ( b i o Mé r i e u x ) .
A n t i mi c r o b i a l s u s c e p t i b i l i t y t e s t
A e r o mo n a s h y d r o p h i l a wa s c u l t i v a t e d i n Mu e l l e r -魚病研究 F i s h P a t h o l o g y , 4 7 ( 2 ) , 5 6 -6 3 , 2 0 1 2 . 6 © 2 0 1 2 T h e J a p a n e s e S o c i e t y o f F i s h P a t h o l o g y
Mu l t i p l e Dr u g -r e s i s t a n t S t r a i n s o f A e r o mo n a s h y d r o p h i l a I s o l a t e d f r o m T i l a p i a F a r ms i n T h a i l a n d
Nu t c h a r n a r t T i p mo n g k o l s i l p 
L a b o r a t o r y o f Ge n o me S c i e n c e , Gr a d u a t e S c h o o l o f Ma r i n e S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y , T o k y o Un i v e r s i t y o f Ma r i n e S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y , T o k y o 1 0 8 -8 4 7 7 , J a p a n
2
A q u a t i c Bi o t e c h n o l o g y Ce n t e r , Co l l e g e o f V e t e r i n a r y Me d i c i n e , Gy e o n g s a n g Na t i o n a l Un i v e r s i t y , J i n j u 6 6 0 -7 0 1 , S o u t h K o r e a
( Re c e i v e d F e b r u a r y 3 , 2 0 1 2 )
ABST RACT -F i f t y -f i v e A e r o mo n a s h y d r o p h i l a i s o l a t e s , wh i c h we r e c o l l e c t e d f r o m i n f e c t e d t i l a p i a Or e o c h r o mi s n i l o t i c u s
a t a q u a c u l t u r e f a r ms i n T h a i l a n d , we r e t e s t e d f o r t h e i r a n t i mi c r o b i a l s u s c e p t i b i l i t i e s a g a i n s t 1 1 d r u g s i n c l u d i n g a mp i c i l l i n ( A B P C) , k a n a my c i n ( K M) , s t r e p t o my c i n ( S M) , c h l o r a mp h e n i c o l ( CP ) , f l o r f e n i c o l ( F F ) , t e t r a c y c l i n e ( T C) , s u l f a mo n o me t h o x i n e ( S MMX) , t r i me t h o p r i m ( T MP) a n d t h r e e q u in o l o n e s ( QNs ) . A l l s t r a i n s s h o we d r e s i s t a n c e t o o n e o r mo r e d r u g s e x c e p t F F , a n d mo r e t h a n h a l f o f t h e s t r a i n s s h o we d r e s i s t a n c e t o f i v e d r u g s a n d mo r e . T h e s e i s o l a t e s we r e c o n j u g a t e
d wi t h E s c h e r i c h i a c o l i
f o r d e t e c t i o n o f t h e t r a n s f e r a b l e R-p l a s mi d , a n d o n l y o n e t r a n s f e r a b l e R-p l a s mi d , wh i c h e n c o d e d r e s i st a n c e t o t h e c o mb i n a t i o n o f A B P C, CP , S M, S MMX a n d T C, wa s f o u n d f r o m o n e i s o l a t e . T h i s R-p l a s mi d c o n t a i n e d b l a OX A -3 5 ( A B P C r e s i s t a n c e ) , c a t 2 ( CP r e s i s t a n c e ) , a a d A 1 ( S M r e s i s t a n c e ) , s u l 1 ( S MMX r e s i s t a n c e ) a n d t e t A ( T C r e s i s t a n c e ) .
Ke y wo r d s : A e r o mo n a s h y d r o p h i l a
, a n t i mi c r o b i a l r e s i s t a n c e , t r a n s f e r r a b l e R-p l a s
mi d , Or e o c h r o mi s n i l o t i c u s , t i l a p i a
Hi n t o n a g a r ( MHA ) ( B e c t o n Di c k i n s o n ) t o d e t e r mi n e t h e mi n i ma l i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n ( MI C) o f e l e v e n a n t i mic r o b i a l a g e n t s : a mp i c i l l i n ( ABPC) , c h l o r a mp h e n i c o l ( CP) , f l o r f e n i c o l ( F F ) , k a n a my c i n ( KM) , s t r e p t o my c i n ( S M) , t e t r a c y c l i n e ( T C) , s u l f a mo n o me t h o x i n e ( S MMX) , t r i me t h o p r i m ( T MP) , a n d 3 q u i n o l o n e s ( QNs ) s u c h a s n a l i d i x i c a c i d ( NA ) , o x o l i n i c a c i d ( OA) a n d e n r o f l o x a c i n ( E RF X ) . A e r o mo n a s h y d r o p h i l a s t r a i n s 6 7 -P -2 4 a n d Y 6 2 ( A o k i a n d Eg u s a , 1 9 7 1 ) we r e u s e d a s s t a n d a r d c o n t r o l s . T h e MI C wa s d e t e r mi n e d u s i n g t h e s t a n d a r d a g a r d i l u t i o n me t h o d f o l l o wi n g Cl i n i c a l a n d L a b o r a t o r y S t a n d a r d s I n s t i t u t e g u i d e l i n e s ( J a p a n e s e S o c i e t y o f A n t imi c r o b i a l s f o r A n i ma l s , 2 0 0 4 ) .
De t e c t i o n o f t r a n s f e r a b l e R-p l a s mi d A e r o mo n a s h y d r o p h i l a , E s c h e r i c h i a c o l i RC8
5 n a l ( wh i c h i s r e s i s t a n t t o NA ) , a n d E . c o l i HB 1 0 1 s t r ( wh i c h i s r e s i s t a n t t o S M) we r e g r o wn i n 2 x Y e a s t T r y p t o n e ( 2 x Y T ) b r o t h c o n t a i n i n g 1 . 6 % t r y p t o n e , 1 % y e a s t e x t r a c t , a n d 0 .
% s o d i u m c h l o r i d e . T h e p l a s mi d wa s d e t e c t e d a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y ( Wa t a n a b e e t a l . , 1 9 7 1 ) . Br i e f l y , e q u a l v o l u me s o f b r o t h c u l t u r e s o f d r u g -r e s i s t a n t A . h y d r o p h i l a i s o l a t e s a n d E . c o l i RC8 n a l we r e mi x e d ( 1 : 1 ) , i n c u b a t e d a t 3 7°C o v e r n i g h t , a n d t h e n p l a t e d o n BT B -l a c t o s e -L B a g a r c o n t a i n i n g 0 . 0 0 4 % b r o mo t h y mo l b l u e ( B T B ) , 1 % l a c t o s e , 0 m g / mL NA a n d o n e o f t h e d r u g s t o wh i c h t h e A . h y d r o p h i l a wa s r e s i s t a n t . Un d e r t h e s e c o n d i t i o n s , o n l y E . c o l i RC8 n a l t h a t a c q u i r e d a n R-p l a s mi d f r o m A. h y d r o p h i l a wo u l d g r o w.
T h e t r a n s c o n j u g a n t wa s s u b -c u l t u r e d t h r e e t i me s i n t h e s a me me d i u m t o c o n f i r m t h e p r e s e n c e o f a t r a n s f e r r e d R-p l a s mi d . T h e i s o l a t e wa s t h e n t e s t e d f o r t h e i r r e s i s t a n c e t o o t h e r d r u g s b y c u l t u r i n g t h e m i n t h e s a me me d i a d e s c r i b e d a b o v e b u t c o n t a i n i n g d i f f e r e n t a n t i b i o t i c s . T h e R-p l a s mi d o f t r a n sc o n j u g a n t E . c o l i RC8 5 n a l t r a n s f e r r e d f r o m A . h y d r op h i l a wa s r e t r a n s f e r r e d t o E . c o l i HB 1 0 1 s t r b y mi x e d ( 1 : 1 ) c u l t i v a t i o n i n 2 × Y T b r o t h a t 3 7°C. T h e mi x e d c u lt u r e wa s p l a t e d o n BT B -l a c t o s e -L B a g a r c o n t a i n i n g 1 , 0 0 0 m g / mL S M a n d a n o t h e r d r u g d e p e n d i n g o n t h e i r r e s i s t a n c e ma r k e r s .
De t e r mi n a t i o n o f d r u g s u s c e p t i b i l i t y i n t r a n s f e r a b l e Rp l a s mi d
T h e R-p l a s mi d -c a r r y i n g E . c o l i RC8 5 n a l wa s f u rt h e r c u l t i v a t e d i n MHA t o d e t e r mi n e t h e MI C t o e i g h t a n t i mi c r o b i a l d r u g s : ABPC, CP , F F , KM, SM, SMMX, T MP a n d T C. T h e MI Cs o f E . c o l i HB 1 0 1 s t r c a r r y i n g t h e R-p l a s mi d t o q u i n o l o n e s ( QNs ) ( i . e . NA, OA, a n d E RF X ) we r e a l s o d e t e r mi n e d . MI C wa s d e t e r mi n e d b y u s i n g t h e s t a n d a r d a g a r d i l u t i o n me t h o d d e s c r i b e d i n a p r e v i o u s s t u d y ( J a p a n e s e S o c i e t y o f A n t i mi c r o b i a l s f o r A n i ma l s , 2 0 0 4 ) .
DNA e x t r a c t i o n a n d l a b e l i n g
Ge n o mi c DNA o f t h e mu l t i p l e -d r u g -r e s i s t a n c e p l a s mi d wa s e x t r a c t e d f r o m E . c o l i HB 1 0 1 wi t h a Ge n E l u t e ™ b a c t e r i a l g e n o mi c DNA k i t ( S i g ma -A l d r i c h ) .
DNA c o n c e n t r a t i o n wa s d e t e r mi n e d b y me a s u r i n g t h e o p t i c a l d e n s i t y a t 2 6 0 n m wi t h a s p e c t r o p h o t o me t e r .
T h e g e n o mi c DNA wa s d i g e s t e d wi t h S a u 3 A I r e s t r i c t i o n e n z y me ( T a k a r a ) t o s e p a r a t e t h e h i g h l y c o mp l e x g e n o mi c DNA s a n d wa s mi x e d wi t h r a n d o m h e x a me r s , d NT P s , a mi n o a l l y l -d UT P a n d K l e n o w f r a g me n t s a t h i g h c o n c e n t r a t i o n . A f t e r K l e n o w-me d i a t e d DNA r e p l i c a t i o n wi t h a mi n o a l l y l -d UT P , t h e DNA t a r g e t s we r e p u r i f i e d a c c o r d i n g t o t h e ma n u f a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s u s i n g a QI A q u i c k P CR p u r i f i c a t i o n k i t ( Qi a g e n ) . T h e p u r i f i e d DNA f r a g me n t s i n 0 . 1 M s o d i u m b i c a r b o n a t e we r e c o up l e d wi t h Cy 3 o r Cy 5 mo n o f u n c t i o n a l r e a c t i v e d y e ( GE He a l t h c a r e L i f e Sc i e n c e s ) . Cy Dy e -l a b e l e d s a mp l e p r o b e s we r e i mme d i a t e l y p u r i f i e d u s i n g t h e c DNA c l e a n u p mo d u l e o f t h e L a b e l S t a r A r r a y k i t ( Qi a g e n ) t o r e mo v e f r e e c y a n i n e d y e s a n d c o n c e n t r a t e d wi t h a Mo n t a g e P CR c l e a n u p c o l u mn ( Mi l l i p o r e , B i l l e r i c a , MA ) .
T h e p u r i f i e d p r o b e s we r e u s e d f o r h y b r i d i z a t i o n .
DNA a r r a y p r e p a r a t i o n T wo h u n d r e d o l i g o n u c l e o t i d e s we r e d e s i g n e d f r o m n u c l e o t i d e s e q u e n c e s o f p u b l i s h e d d r u g r e s i s t a n c e g e n e s a g a i n s t a mi n o g l y c o s i d e s ( 5 1 g e n e s ) , c h l o r a m-
p h e n i c o l ( 2 5 g e n e s ) , e r y t h r o my c i n ( 1 3 g e n e s ) , f l o rf e n i c o l ( 5 g e n e s ) , f o s f o my c i n ( 4 g e n e s ) , l i n c o my c i n ( 6 g e n e s ) , me t h i c i l l i n ( 4 g e n e s ) , p e n i c i l l i n ( 1 6 g e n e s ) , q u in o l o n e s ( 7 g e n e s ) , s u l f o n a mi d e ( 3 g e n e s ) , t e t r a c y c l i n e ( 3 2 g e n e s ) , t r i me t h o p r i m ( 2 5 g e n e s ) , a n d v a n c o my c i n ( 9 g e n e s ) . T h e y c o n s i s t e d o f 6 6 t o 7 6 -me r s wi t h s i mil a r p h y s i c o c h e mi c a l p a r a me t e r s wi t h a t o t a l o f 2 0 0 p r o b e s , e a c h s p o t t e d i n d u p l i c a t e o n t o a g l a s s s l i d e .
Ol i g o n u c l e o t i d e mi c r o a r r a y h y b r i d i z a t i o n
Hy b r i d i z a t i o n wi t h Cy 3 o r Cy 5 p r o b e s o n t o t h e mi c r o a r r a y p l a t e wa s c a r r i e d o u t f o r 2 0 h a t 4 2°C, f o ll o we d b y wa s h i n g wi t h 2 × S S C c o n t a i n i n g 0 . 1 % S DS a t 4 2°C f o r 5 mi n , 0 . 1 × S S C c o n t a i n i n g 0 . 1 % S DS a t r o o m t e mp e r a t u r e f o r 5 mi n , 0 . 0 1 × S S C a t r o o m t e mp e r a t u r e f o r 5 mi n a n d r i n s i n g wi t h d i s t i l l e d wa t e r . T h e g l a s s s l i d e s we r e d r i e d b y c e n t r i f u g a t i o n a t 1 , 5 0 0 r p m a t r o o m t e mp e r a t u r e f o r 2 mi n a n d s c a n n e d i mme d i a t e l y u s i n g a Ge n e Pi x 4 0 0 0 B mi c r o a r r a y s c a n n e r ( Ax o n I n s t r u me n t s ) a t 5 3 2 n m ( Cy 3 ) a n d 6 3 5 n m ( Cy 5 ) . T h e i ma g e o b t a i n e d f r o m s c a n n i n g t h e h y b r i d i z e d s l i d e wa s a n a l y z e d b y Ge n e P i x P r o v e r . 4 . 0 ( A x o n I n s t r u me n t s ) . T h e me d i a n i n t e n s i t y v a l u e s we r e c a l c u l a t e d b y s u b t r a c ti n g t h e me d i a n l o c a l f l u o r e s c e n c e f r o m t h e me d i a n p i x e l i n t e n s i t y f r o m d u p l i c a t e p r o b e s .
De t e c t i o n o f t e t g e n e s b y P CR
T o d e t e c t a n d c l a r i f y t h e t y p e o f T C-r e s i s t a n c e t e t g e n e s e n c o d e d i n t h e t r a n s f e r a b l e R-p l a s mi d , 1 4 s e t s o f p r i me r s ( Ng e t a l . , 2 0 0 1 ) d e s i g n e d t o s p e c i f i c a l l y a mp l i f y t e t ( A ) , t e t ( B ) , t e t ( C) , t e t ( D) , t e t ( E ) , t e t ( G) , t e t ( K ) , t e t ( L ) ,
t e t ( M) , t e t ( O) , t e t ( S) , t e t A( P)
, t e t ( Q) , a n d t e t ( X) we r e u s e d i n P CR, wh i c h wa s c a r r i e d o u t u s i n g P r i me T a q p o l y me r a s e ( F e r me n t a s T h e r mo -F i s h e r ) u n d e r t h e f o l l o wi n g c o n d i t i o n s : a 3 mi n i n i t i a l d e n a t u r a t i o n a t 9 5°C f o l l o we d b y 3 0 c y c l e s o f 9 5°C f o r 3 0 s , 5 8°C f o r 3 0 s a n d 7 2°C f o r 1 mi n . T h e PCR p r o d u c t s we r e s e q u e n c e d b y S o l g e n t ( Da e j e o n , S o u t h K o r e a ) a n d c o mp a r e d wi t h t e t A g e n e s e q u e n c e s p u b l i s h e d i n Ge n B a n k ( A c c . n o . X 6 1 3 6 7 ) . Mu l t i p l e a l i g n me n t s we r e ma d e b y t h e Cl u s t a l W i mp l e me n t a t i o n i n ME GA 5 . 0 5 ( h t t p : / / www . me g a s o f t wa r e . n e t / ) . 
Re s u l t s
A n t i mi c r o b i a l s u s c e p t i b i l i t y o f A . h y d r o p h i l a T h e d i s t r i b u t i o n o f t h e MI C v a l u e s o f e l e v e n a n t i mic r o b i a l a g e n t s a g a i n s t 5 5 s t r a i n s o f A . h y d r o p h i l a i s ol a t e d f r o m c u l t u r e d t i l a p i a i n d i c a t e t h a t ma n y s t r a i n s o f
F i g . 1 . Mi n i ma l i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n ( MI C) o f 8 a n t i mi c r o b i a l a g e n t s a g a i n s t 5 5 i s o l a t e s o f A . h y d r o p h i l a i s o l a t e d f r o m c u l t u r e d t i l a p i a . A B P C, a mp i c i l l i n ; CP , c h l o r a mp h e n i c o l ; F F , f l o r f e n i c o l ; K M, k a n a my c i n ; S MMX , s u l f a mo n o me t h o x i n e ; S M, s t r e p t omy c i n ; T C , t e t r a c y c l i n e ; T MP , t r i me t h o p r i m.
A . h y d r o p h i l a h a v e mu l t i p l e d r u g r e s i s t a n c e i n c l u d i n g r e s i s t a n c e t o b o t h a n t i mi c r o b i a l s ( F i g . 1 ) a n d QNs ( F i g . 2 ) . T h e A . h y d r o p h i l a s t r a i n s we r e i n t r i n s i c a l l y r e s i st a n t t o ABPC a l t h o u g h o n l y t wo i s o l a t e s a mo n g 5 5 r e v e a l e d s u s c e p t i b i l i t y t o ABPC. Si x a mo n g 5 5 i s ol a t e s we r e s e n s i t i v e t o a l l t h e d r u g s s t u d i e d e x c e p t f o r A B P C. T h e h i g h e s t n u mb e r o f i s o l a t e s ( 1 0 0 %) we r e s e n s i t i v e t o F F
%) . T h e MI Cs o f t h e QNs
we r e 0 . 1 2 5 -2 5 6 m g / mL ( NA) , 0 . 0 3 1 -3 2 m g / mL ( OA) a n d 0 . 0 0 8 -1 6 m g / mL ( ERF X) . Si n c e l o we r MI C T a b l e 1 . Dr u g r e s i s t a n c e ma r k e r s o f A .
h y d r o p h i l a i s o l a t e d f r o m t i l a p i a
No . o f s t r a i n s Dr u g r e s i s t a n c e ma r k e r s ( n o . o f s t r a i n s ) * 
F i g . 2 . MI C o f 3 q u i n o l o n e s a g a i n s t 5 5 i s o l a t e s o f A. h y d r o p h i l a i s o l a t e d f r o m c u l t u r e d t i l a p i a . NA , n a l i d i x i c a c i d ; OA , o x o l i n i c a c i d ; E RF X , e n r o f l o x a c i n . d e n o t e s h i g h e r a n t i b a c t e r i a l a c t i v i t y , E RF X s h o we d h i g he s t i n h i b i t i o n a g a i n s t a l l i s o l a t e s , f o l l o we d b y OA a n d NA ( F i g . 2 ) . T h e c r o s s r e s i s t a n c e s t o NA, OA a n d E RF X a r e a l s o s h o we d i n F i g . 2 .
T h e p a t t e r n s o f d r u g r e s i s t a n c e ma r k e r s i n t h e 5 5 i s o l a t e s a r e s h o wn i n T a b l e 1 . T h e r e we r e 1 8 p a t t e r n s o f d r u g r e s i s t a n c e ma r k e r s a g a i n s t o n e t o e i g h t d r u g s ( i n c l u d i n g A B P C, CP , K M, QN, S M, S MMX , T C , a n d T MP ) .
De t e c t i o n o f t r a n s f e r a b l e R-p l a s mi d a n d a n t i mi c r o b i a l s u s c e p t i b i l i t y t e s t
On e o f t h e 5 5 a n t i mi c r o b i a l -r e s i s t a
n t A . h y d r o p h i l a
T a b l e 3 . Dr u g r e s i s t a n c e p h e n o t y p e s a n d g e n o t y p e s o f R-p l a s mi d ( R1 4 Re s i s t a n c e g e n e s d e t e c t e d b y mi c r o a r r a y
F i g . 3 . T h e R-p l a s mi d ( R1 4 8 ) i s o l a t e d f r o m o n e o f t h e A . h y d r o p h i l a s t r a i n s c o n t a i n s a t e t A g e n e . ( A ) A g a r o s e g e l s h o wi n g P CR p r o d u c t s o f p r i me r s f o r 1 4 t e t g e n e s ( t e t A -t e t X ) . On l y t e t A wa s d e t e c t e d . ( B )
A l i g n me n t o f n u c l e o t i d e s e q u e n c e s o f t e t A g e n e s . Ge n B a n k a c c . 
s t r a i n s , wh i c h wa s i s o l a t e d f r o m a f a r m t h a t r e c o r d e d t h e s u c c e s s i v e u s e o f mu l t i p l e c h e mo t h e r a p e u t i c s ( T C,
E RF X , S MMX, T MP a n d NA ; p e r s o n a l c o mmu n i c a t i o n f r o m Dr . J a n e n u j Wo n g t a v a t c h a i , F a c u l t y o f V e t e r i n a r y S c i e n c e , Ch u l a l o n g k o r n Un i v e r s i t y , T h a i l a n d ) wa s f o u n d t o c a r r y a mu l t i p l e d r u g -r e s i s t a n c e p l a s mi d a n d s h o we d r e s i s t a n c e a g a i n s t s i x d r u g s . T h e MI Cs o f t h e R-p l a smi d t r a n s -c o n j u g a n t a g a i n s t a n t i mi c r o b i a l a g e n t s a r e s h o wn i n T a b l e 2 . T h e d e t e c t e d p l a s mi d , R1 4 8 , s h o we d r e s i s t a n c e t o t h e c o mb i n a t i o n o f ABPC, CP , S M, S MMX a n d T C ( T a b l e 2 ) .
De t e c t i o n o f d r u g -r e s i s t a n c e g e n e s u s i n g a mi c r o a r r a y a n d P CR
T h e mi c r o a r r a y a n a l y s i s d e t e c t e d t h e f o l l o wi n g g e n e s : b l a OX A -3 5 ( A B P C r e s i s t a n c e ) , c a t 2 ( CP r e s i st a n c e ) , s u l 1 ( S MMX r e s i s t a n c e ) a n d a a d A 1 ( S M r e s i st a n c e ) ( T a b l e 3 ) . T h e s e mi c r o a r r a y r e s u l t s o f t h e Rp l a s mi d c o r r e s p o n d e d t o t h e p h e n o t y p e s e x c e p t f o r T C r e s i s t a n c e .
On l y t h e t e t A p r i me r s e t y i e l d e d a P CR p r o d u c t o f t h e e x p e c t e d s i z e ( F i g . 3 A) . T h e s e q u e n c e o f t h e a mp l i f i e d t e t A wa s i d e n t i c a l ( F i g . 3 B ) t o t h e c o r r e s p o n di n g r e g i o n s i n t h e t e t A g e n e s o f A . s a l mo n i c i d a p RA S 1 a n d E . c o l i p A P E C O1 0 3 , a n d s h o we d 8 0 % i d e n t i t y t o t h e c o r r e s p o n d i n g r e g i o n o f A . s a l mo n i c i d a p RAS 3 . 2 ( F i g . 3 B ) .
Di s c u s s i o n
T h i s s t u d y s h o we d t h a t t h e ma j o r i t y o f A. h y d r o p h i l a i s o l a t e s
we r e h i g h l y r e s i s t a n t t o ABPC, wh i c h i s s i mi l a r t o t h e f i n d i n g o f Ca s t r o -E s c a r p u l l i e t a l . ( 2 0 0 3 ) wh o r e p o r t e d t h a t a l l 8 2 Ae r o mo n a s s p p . i s o l a t e s f r o m f r o z e n t i l a p i a O. n i l o t i c u s we r e r e s i s t a n t t o p e n i c i l l i n a n d a mp i c i l l i n . T h e r e s u l t o n ABPC r e s i s t a n c e a l s o c o n f o r ms t o t h e s u g g e s t i o n o f S a wa i e t a l . ( 1 9 7 6 ) t h a t t h e p e n i c i l l i n a s e o f A. h 
y d r o p h i l a i s s p e c i e s -s p e c i f i c . A e r o mo n a s h y d r o p h i l a p o t e n t i a l l y e n c o d e s a c h r o mo s o ma l l y -me d i a t e d
A B P C r e s i s t a n c e g e n e a n d t h u s i n t r i n s i c a l l y p o s s e s s e s A B P C r e s i s t a n c e ( Wa l s h e t a l . , 1 9 9 7 ) . Ho we v e r , i n t h i s s t u d y , o n l y t wo i s o l a t e s a mo n g 5 5 r e v e a l e d s u s c e p t i b i l i t y t o A B P C , i n d ic a t i n g t h a t t h e s t r a i n s i s o l a t e d i n t h i s s t u d y ma y h a v e mu t a t e d .
B e s i d e s A B P C, ma n y i s o l a t e s e x h i b i t i n g mu l t i -d r u g r e s i s t a n c e t o S M, T C, CP , S MMX, T MP , a n d QN we r e f o u n d i n t h i s s t u d y . A e r o mo n a s h y d r o p h i l a i s o l a t e d i n J a p a n , h a v e n e v e r b e e n s h o wn t o p o s s e s s K M a n d S M r e s i s t a n c e . t a l . , 1 9 8 5 ; Ch a n d r a k a n t h i e t a l . , 2 0 0 0 ; Y u c e l a n d Ct a k , 2 0 0 3 ; Ma l u p i n g e t a l . , 2 0 0 5 ; Eme k d a s e t a l . , 2 0 0 6 ) , a l t h o u g h a s t r a i n o f A. h y d r o p h i l a i s o l a t e d f r o m f i s h i n Ma l a y s i a wa s s e n s i t i v e t o CP a n d SMMX/ T MP a n d r e s i s t a n t t o SM, T C a n d e r y t h r o my c i n ( B o o n y a r a t p a l i n , 1 9 8 9 ) . S u c h d i f f e r e n c e s i n t h e f r e q u e n c y o f r e s i s t a n c e ma y b e r e l a t e d t o t h e s o u r c e o f t h e A e r o mo n a s i s o l a t e s a n d t h e f r e q u e n c y a n d t y p e o f a n t i mi c r o b i a l a g e n t s p r e s c r i b e d f o r t r e a t i n g A e r o mo n a s i n f e c t i o n s i n d i f f e r e n t g e o g r a p h i c a l a r e a s .
I n t h e c u r r e n t s t u d y , t h e R-p l a s mi d i n a n A. h y d r o p h i l a r e s i s t a n t t o A B P C, CP , S M, S MMX a n d T C wa s t r a n s f e r r e d . T h i s i s i n c o n t r a s t t o a r e p o r t t h a t ABPC r e s i s t a n c e wa s n o t t r a n s f e r r e d b y a n y o f t h e Ae r o mo n a s s t r a i n s s t u d i e d ( A o k i a n d Eg u s a , 1 9 7 1 ) . T r a n s f e r r e d R-p l a s mi d s f r o m A e r o mo n a s i s o l a t e s u s ua l l y c o n f e r r e d r e s i s t a n c e t o CP , SM, SMMX a n d T C ( Ao k i a n d Eg u s a , 1 9 7 1 ; He d g e s a n d Da t t a , 1 9 7 1 ; He d g e s e t a l . , 1 9 8 5 ) . A e r o mo n a s s t r a i n s p o s s e s s o n e o r mo r e c h r o mo s o ma l ABPC r e s i s t a n c e g e n e s : A. h y d r o p h i l a h a s c p h A ( Wa l s h e t a l . , 1 9 9 7 ) , a n d A . v e r o n i i a n d A . s o r b i a h a v e a mp s a n d c e p S ( L i v e r mo r e , 1 9 9 5 ) . I n t h e p r e s e n t s t u d y , t h e b l a OX A -3 5 g e n e wa s d e t e c t e d b y t h e mi c r o a r r a y a n a l y s i s a n d mi g h t b e l o c a t e d i n t h e R-p l a s mi d . T h e mo s t f r e q u e n t l y d e t e c t e d A B P C g e n e wa s b l a T E M, f o l l o we d b y b l a S HV a n d b l a OX A -B , wh i c h a r e p l a s mi d -e n c o d e d b -l a c t a ma s e s ( Wa l s h e t a l . , 1 9 9 7 ) .
T h e CP r e s i s t a n c e t h a t we o b s e r v e d mi g h t b e d u e t o t h e p r e s e n c e o f c a t 2 o r c a t 4 g e n e s , wh i c h we r e f o u n d i n CP -r e s i s t a n t f i s h p a t h o g e n s i s o l a t e d i n K o r e a ( Y o o e t a l . , 2 0 0 3 ) , o r c a t 1 o r c a t 3 g e n e s , wh i c h wa s r e p o r t e d t o b e wi d e l y d i s t r i b u t e d i n d i f f e r e n t Gr a m-n e g at i v e a n d Gr a m-p o s i t i v e b a c t e r i a ( S h a w , 1 9 8 3 ) .
I n ma n y c a s e s , t h e a a d A 1 a n d s u l 1 g e n e s s h o w i n t e g r o n -me d i a t e d S M a n d S MMX r e s i s t a n c e t h r o u g h a r e s i s t a n c e g e n e c a s s e t t e ( Do i e t a l . , 2 0 0 2 ; Ga z e e t a l . , 2 0 0 5 ) . T h u s , i t i s p o s s i b l e t h a t t h e a a d A 1 a n d s u l 1 g e n e s i n t h i s s t u d y a r e c o n t a i n e d i n i n t e g r o n c a s s e t t e s . T C i s f r e q u e n t l y u s e d i n f i s h f a r ms t o t r e a t o r p r ev e n t d i s e a s e . A l t h o u g h , n o t e t g e n e wa s d e t e c t e d b y t h e mi c r o a r r a y a n a l y s i s i n t h i s s t u d y , t h e t e t A g e n e wa s d e t e c t e d b y P CR u s i n g s p e c i f i c p r i me r s ( F i g . 3 ) . T h e t e t A t h r o u g h t e t G g e n e s h a v e p r e v i o u s l y b e e n r e p o r t e d i n b a c t e r i a i s o l a t e d f r o m a q u a c u l t u r e f a r ms ( De P a o l a e t a l . , 1 9 9 5 ; Mi r a n d a e t a l . , 2 0 0 3 ) a n d t h e t e t A g e n e wa s f o u n d t o b e t h e mo s t c o mmo n d e t e r mi n a n t o f T C r e s i st a n c e i n a q u a c u l t u r e i n p r e v i o u s s t u d i e s ( A g e r s ø a n d P e t e r s e n , 2 0 0 7 ; He e p n g o e n e t a l . , 2 0 0 8 ) . T h e h i g h h o mo l o g y o f t h e s e q u e n c e d r e g i o n o f t h e t e t A g e n e t o A . s a l mo n i c i d a p RA S 1 a n d E . c o l i p A PE C-O1 0 3 , i n d ic a t e s t h a t R1 4 8 ma y c o n t a i n a t r a n s p o s o n T n 1 7 2 1 l i k e t h e s e t wo p l a s mi d s .
E v e n t h o u g h t h e mi c r o a r r a y t e c h n i q u e i s a p o we r f u l a n d u s e f u l t o o l , i t s p r o b e c o u l d n o t d e t e c t t e t A g e n e i n t h i s s t u d y . T h i s f a i l u r e mi g h t b e d u e t o a d i f f e r e n c e i n p r o b e s e q u e n c e s o r t o t h e p r e s e n c e o f o n l y a p a r t i a l t e t g e n e i n t h e h o s t g e n o me . T o c o n f i r m o u r r e s u l t s , we h a v e t o a d d r e s s s o me p r o b l e ms a n d ma k e i mp r o v eme n t s , s u c h a s o n t h e p r o b e s u s e d o n t h e mi c r o a r r a y c h i p . A l t h o u g h mu l t i p l e d r u g -r e s i s t a n c e d e t e r mi n a n t s we r e d e t e c t e d f r o m s e v e r a l A . h 
y d r o p h i l a i s o l a t e s i n t h e
